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RESUMEN

Introduccién: El gen A28 se localiza co 12p12.3. mide 48 kb v estd constituido por 36
exones. codifica para la proteina alfa-2-macroglobulina (a-2m). su estructura primaria
abarca 1451 aminodcidos v pesa 180 kDa. La proteina «-2m funciona como una trampa
melecular inhibicndo la tuncién de diversas proteasas. Se han descrito aproximadamente 15
variantes en la region codificadora del gen. dentro de las cuales se oencuentra el
polimortismo rs669:A>G. Material y métodos: S¢ analizd un grupo constituido por 12
muestras de DNA mediante reaccion en cadena de ta polimerasa (PCR). El fragmento
amplificado lue digerido con la enzima de restriccion Mbol v mediante corrimientos
clectroforéticos  en geles de poliacrilamida  tenidos con nitrato de plata. se realizé la
identificacion de los pelimorfismos. El nivel de significancia fue considerado comeo p=.03.
Resuitados y Discunsion: S¢ genotipiticaron 112 muestras de DNA para €] polimorfismo
rsb669:A>G. 46 individuos presentaron genotipe {(AJA) 36 (A/G) v 10 (GAG). Las
frecuencias alélicas fueron 0.66 para cf alco A v .34 para G. El andlisis de las frecuencias
genotipicas del polimortismo rs669:A=( se encontrd en EHW con una p=0.2936. Nucstro
resultado muestra una tendencia del alelo A en la poblacion cstudiada. similar a lo

reportado en las poblaciones italiana. holandesa. hiingara ¥ china.
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I. ANTECEDENTES

L.1. Alfa 2-macroglobulina

La superfamilia de las alfa macroglobulinas comprende inhibidores de proteasas y
componentes del complemento. Dentro de los inhibidores de proteasas, la alfa-2-
macroglobulina (a-2m) encontrada en la circulacion de muchos vertebrados, es un inhibidor
con amplia especificidad, pertencce a las glicoproteinas de alto peso molecular y es la mas
representativa de la superfamilia de las glicoproteinas thiol éster (Sottrup-Jensen, 1989a).
Homologos de a-2m sc remontan a los artrépodos, por ecjemplo, el cangrejo herradura
(Limulus poliphemus), especie que aparecié hace mas de 550 millones de afios. En
humanos, se produce principalmente en higado v se encuentra en grandes concentraciones

en suero y en fluido cerebroespinal (Tayade er al,, 2005: Saunders er al.. 2003).

I.2. Estructura de o-2m
La proteina a-2m es un tetramero, formado por dos pares de dimeros, cada uno de éstos

integrado por dos monomeros unidos por puentes disulfuro. La estructura primaria abarca

1451 aminoacidos y pesa 180 kDa (Amold er al,. 2006; Sottrup- Jensen et al,. 1984) (Fig.
1)

Figural, A. Estructura tridimensional del complejo formado
por a-2 macrglobulina-quimiotripsina. B. Dimero de o-
2macroglobulina, la cadena polipeptidica s¢ encuentra unida por
dos puentes disulfuro en forma antiparalela, los dominios de la
regién de anclaje y tiol ester se encuentran cerca de la cavidad
central de la estructura y el dominio de union al receptor se
encuentra en la region de la C-terminal de las subunidades
(Kolodzigj. et al, 2002)
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En la estructura de Ja proteina existen miltiples sitios reactivos. lo gque sugiere que tienc

funciones diversas v complejas. Los sitios reactivos gque han sido caracterizados son jos

siguien

2

tes (Borth, 19925

La regidon de anclaje: se encuentra localizada entre los residuos 666 — 706, ¢s una
region de 25 aminodcidos que puede ser hidrolizada por la mavoria de las
proteinasas. ya sean endogenas o exdgenas como ¢s el caso de alpunos venenos,

Sitio tiol éster: este posee un enlace B-cisteinil-y-glutamil intracatenario que se
encuentra en ¢l centro de una tegion muy conservada entre jos residuos de
aminodeidos 943 — 969. El puente formade entre  Cisteinil v Ghutamil es 1abil ¥
facilmente escindible por ¢l calor. Esta union comenzo a ser estudiada en 1942,
proponiéndose la posibilidad de gue existicran puentes tiol éster ¢n la estruciura
inerna de las proteinas. v no tue hasta 40 afios despucs que se identifica la

estructura propucsta.

El sitio de umién del receptor: este sitie se encuentra en ¢l extremo C-terminal.
abarca 138 aminoAcidos ¥ es expresade cuando se rompe el enlace tiol éster. El
receptor para o-2m ha side identificado en fibroblasios. hepatocitos. astrocitos.

adipocitos. sincitiotrotoblastos. monocitos ¥ macrdfagoes,

El sitie reactivo transglutaminasa: estd ocalizado cerca de la region de anciaje
{aproximadamente 20 aminoicidos rtio arriba del siio de rompimiento de la

proteinasa) v es accesibie en la molécula nativa

1.3, Funcién de o-2m

La funcion mejor estudiada de ia proteina cs su actividad inhibitoria de fas cuatro clases de

proteasis (serina. cisteina. metaloproteasas v proteinasas de aspirtico) {Ashcom er of.,

1990; Strickland  er wl, 1990: Lillis ef «/.. 2008). El mecanismo de inhibicién ©s por un

impedimento estérico Hamado “Trampa Molecular™ (Fig. 2). Las subunidades de a-Zm

contienen una regidn de anclaje central sensible a degradacion por protedlisis. El

|39



rompimiento de esta region por una proteasa induce un cambio conformacional ¢n a-2m v
como consecuencia ¢l secuestro de la proteasa. Por o tanto. e aceeso de posibles sustratos
al sitio reactivo de dichas proteasas es bloqueado, El camblio conformacional expone su
dominio CAerminal permiticndo la unidn a su receptor espeeitico alta-2 macroglobulina
recepior (e-2mR). Ademids de la union de la a-2m a proteasas. ésta s¢ une por enlaces no

covalentes a otras proteinas (Galliano et al,, 2006; Feldman ct al.. 198351
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Figarra 2 Modelo de a-2m {A) Moldéeula nativa acompafiada por un esguemna de la proveceion en micrograti

a clectronica

1Cuadio). (B) El cambio confonuacional de la molécuta con un esquema de microgratia clectidnica (cuadro) Las Nechas
pequeias mdican el sitie de reconocimiento del receptor. {C) Captura de la proteasa por este inhibidor (Feldman et al |

1985}

Fisiolagicamente 1a funcién mds importanie de a-2m en la circulacion es probablemente la
captura de cndopeptidasas para ser inhibidas. debido a la extrema rapiderz con Ia que los
complejos enzima- a-2m son climinados del plasma. De esta mancra la proteina puede
avudar ¢n la regulacion de la actividad proteelitica extracelular. resultado de la coagulacion
v {ibrindlisis. asi como la liberacion de proteasas de granulocitos v ootras células pro-
inflamatorias.  Ademas de Io anterior. se ha sugerido que a-2m puede contribuir en las

defensas del organismo contra patdgenos invasores (Barret v Srtarkey. 1973),



1.4. Sintesis de a-2m

Numerosos linajes de células, incluidos los fibroblastos de pulmon. monocitos. macrdlagos
hepatocitos v astrocitos. sintelizan o-2m (Zhang er ol.. 2006). Algunas lincas de cétulas
tumorales son capaces de producir cantidades significativas de o-2m. Tal ver las
diferencias coantitativas en Ja sintesis de a-2m in vivo ¢ in vitro mas estediadas son las de
las ¢clulas del melanoma. Estudios de Inmunohistoquimica de tumores primarios v
metastisicos mostraron que aproximadamente ¢! 33% de las células del melanoma expresan

a-2m intracelutar lo que sugiere la sintesis de -2m por estas células (Borth, 1992).

1.5, 2-2mR

El receptor para la proteina a-2m (@-2mR) cs codificado por ¢l cromosoma 12q13.1-13.3.
(OMIM*107770) s una glicoproteina de superficic celular de aproximadamente 600 kDa
(contiene dos cadenas una pesada de 315 kDa v una liviana de 85 kDa) (Jenner er ol
1998). Pertencce a la familia de receptores LD (Low-density lipoprotein). la cual
desempena diversas funciones en varios procesos biologicos incluvendo ¢l metabolismo de
las lipoprotweinas. degradacion de proteasas. activacion de enzimas lisosomales. v la entrada
celular de toxinas bacterianas v virus (Lillis er al.. 2008). Este se encuentra cn varios tipos
de células incluyendo hepatocitos, monocitos. libroblastos ¥ macréfagos (Williams, 1992)
v permite la rapida captacion v degradacion de a-2m in vivo ¢ i vitro. (Gonzalez-Gronow

et uf., 2006).

1.6. El gen A2M

EY gen A2M se localiza en 12p12.3-13.3. ticne 48 kb, estd constituide por 36 exones v
codifica para la proteina a-2m (Poller ¢t al.. 1991). Se han deserito aproximadamenic 15

variantes on la region codificadora del gen. Poller ¢t al. (1992) identificaron ¢l

polimortismo de un solo nucledtido (SNP) 15669 A>G (www.hgvs.ore), ¢l cual confiere un
cambio en la proteina. substituyendo al aminodcido isoleucina ubicado en la posicion 1000
por valina (Lel000Val). csic SNP se localiza en ¢l exdn 24 cerca del sitio thiol éster
{Colaciceo er al.. 2007: Poller er o0 1992) (Fig. 3). Aunque ¢l efecto de este polimorfismo

en la proteina aGn no ha side deserito se ha sugerido que Ta sustitucion del aminoacido



isoleucina por valina gjerce cambios conformacionales en el sitio de union de la proteina,

impidiendo asi, la funcién reguladora de a-2m sobre las proteasas.

|

12p123 >

“
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Cromosoma 12

Figura 3: Estructura del gen A2M v localizacion del polimorfismo rs669: A>G

1.7. Polimorfismo rs669: A>G

Existen pocos estudios sobre la asociacion del polimorfismo rs669: A>G con algun tipo de
patologia. Los tunicos reportes corresponden a estudios de asociacion realizados en
pacientes con Alzheimer en las poblaciones china, italiana, holandesa y hingara (Bian es
al., 2005; Zappia et al., 2004; Koster et al., 2000; Janka er al., 2002). Esta asociacion ha
sido reportada como significativa solo en las poblaciones china ¢ italiana. El cuadro 1
muestra las frecuencias genotipicas del polimorfismo rs669: A>G del gen A2M en las
poblaciones mencionadas anteriormente. En cuanto a expresion génica, Tsavaris en un
estudio realizado en pacientes con cancer gastrico, no encontro diferencia significativa en
los niveles de la proteina cuando comparo ¢l grupo de pacientes con cancer versus los
controles sanos. mientras que Gonzalez-Gronow encontré una disminucién significativa en
los niveles de la proteina cuando realizé su estudio en suero de pacientes con céncer de
prostata. McDoniels-Silvers en su estudio comparé adenocarcinoma pulmonar y carcinoma
de células escamosas con sus respectivos controles observando una disminucion en la
expresion de A2M. En contraste, células metastasicas de cancer de colon producen y
secretan grandes cantidades de RNAm de A2M, lo cual fue observado en un modelo
experimental en ratas, a las cuales les fue inducido cancer de colon (Smorenburg er al.,

1996).

wn



Cuadro 1. Frecuencia del polimorfismo rs669: A>G del gen A2M en diferentes poblaciones
FRECUENCIAS % Gpo.

Poblacion h A G A/A A/G G/G BEIUT TS oo d
PG Zappia et al., 2004

Sur de Italia 158 74 26 54 41 5

PG Bian et al., 2005
Shanghai 200 92 8 85 14 1

PG Janka et al., 2002
Hungara 51 72 28 49 45 6

PG Koster et al., 2000
Holanda 358 67 33 44 45 11
PG=Poblacion General

I.8. Variacién genética

Existe un gran numero de variantes dispersas a través del genoma. las cuales pueden ser
divididas en dos clases de acuerdo a la composicion de los nucledtidos: variantes
estructurales v variantes de nucledtido simple (Frazer et al, 2009), a este ultimo
pertenecen, los SNP’s (del inglés Single Nucleotide Polymorphism), los cuales son la clase
que predomina dentro de la variacion genética entre individuos. Este tipo de variaciones
pueden estar localizadas a lo largo del gen en diversas regiones como pueden ser: la regiéon
promotora del gen (rSNP), (dichas variaciones conficren influencia a la actividad
transcripcional del gen modulando la union de los factores de transcripeion); en intrones
(iSNP) (modulando la estabilidad de las proteinas); en regiones codificantes como lo son
exones (¢SNP):; en sitios de corte y empalme o en regiones intragénicas (gSNP). Los ¢SNP
pueden estar representados por SNP’s sinonimos o silenciosos (sSNP), los cuales no alteran
la conformacion del gen y los no sinénimos (nsSNP), localizados en regiones codificantes
provocando cambios en el aminodacido afectando la funcién de la proteina (Checa, 2007)

(Fig. 4).



Iniciode Coddénde Codénde
transcripcién inicio ténmino

nsSNP  sSNP

Figura 4: Clasificacién de los SNP’s de acuerdo con su localizacion en el genoma, modificado de Checa 2007

1.9. Equilibrio de Hardy-Weinberg
El uso de la prueba de Hardy-Weinberg es un enfoque genético fundamental para
determinar si las frecuencias alélicas de un gen determinado en una poblacion dada se

mantiene de manera constante de una generacion a la otra (Short et al., 2007).

Dicho modelo se resume en la siguiente ecuacion:
P’ +2pq+q
En donde p v ¢ son las frecuencias para los alelos dados en una poblacion.

El cumplimiento de la lev Hardy-Weinberg es utilizado a menudo como un primer paso en
estudios humanos. Es una picza clave cuando se estudian asociaciones entre mutaciones
genéticas v enfermedades. En estudios de casos y controles, los primeros sugieren una
asociacion entre la mutacién v la enfermedad y los segundos, tienen como funcién
representar a la poblacion general; por lo tanto, la muestra de controles debe estar en EHW
(Llorca et al., 2005).



L PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enzimas proteoliticas juegan un papel importante en fos procesos de progresion umoral
en diversas neoplasias. por lo que s importante €1 ¢studio de las proteinas reguladoras de
proteasas v ode los genes que les dan origen. Una de las principales proteinas inhibideras de
las proteasas cs a-2m coditicada por <1 gen J12M en el que se han descrito diversos
polimortismos. de tos cuales rs669: A>G se encuentra cerca del sitio tiol ester. responsable
de la actividad de la proteasa. Por lo que resulta de gran interés determinar Ja frecuencia del
polimorfisme en muestras sanguiness captadas en el banco de sangre del Hospital Civil de
Guadalajara ~Dr. fuan §. Menchaca™ esto nos permitird en un futuro  cstabiecer

asociaciones con ¢l desarrollo /o progresion de neoplasias frecuentes en nuestra poblacion

1. PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Cudl s Ta frecuencia ded polimorfismo rs669; A=G del gen A2Af en muestras captadas en

¢l banco de sangre del Hospital Civil de Guadaiajara “Dr. Juan 1. Menchaca™?



IV. JUSTIFICACION

Ne existen estudios previos que muestren un panorama de distribucion en la poblacion de
cstudio. por lo que consideramos que los resultados derivados del presente irabajo.
cstablecerdn la distribucion del polimortismo rs669: A>G en la poblacion captada v
servirin de base para posteriores estudios de asociacion entre la presencia del polimoriisme

v diversas neoplasias.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Determinar si el polimortismo rs669: A>G del

gen A2/ se encuentra en ETHW en muestras

captadas en ¢l banco de sangre del Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan 1. Menchaca™

V.2. Objetivos particulares

1.

13

(]

Determinar la frecuencia alélicas v genotipicas del polimorfismo rs669; A=G del
aen AZM cn muestras capladas ¢en el bancoe de sangre del Hospital Civil de

Guadalajara “Dr. Juan 1. Menchaca™.

Establecer si el polimorfismo rs669: A>G del gen A2/ se encuentra en EHW on la

poblacién general.

Comparar las frecuencias genotipicas obtenidas con las reportadas en otras

poblaciones.
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V1. MATERIAL Y METODOS

VL1 Tipo de estudio

Observacional. descriptive ¥ prospectivo.

V1.2 Tamaiio de ia muestra

El tamafio de muestra se calenld utilizando la siguiente tormula (Kish & Leslic 1963).

=i p{1-pt
o

Zert= Valor de Z (Corresponde al 93%).
p= Esumado de I proporcion a ser medida {alelos)

D= Ampiitud el del intervale de confianza,

= 1,967 0.50(1- (.50)
0.10°

n= 96 individuos

La n corresponde a 96 individues para ¢l grupo de andlisis. Se apalizaron F12 muestras de
DNA provenicntes de individuos de la poblacion general. captadas cn ¢l banco de sangre
del Hespital Civil de Guadalggara ~Dr, Juan I Menchaca™.  Las muestras forman parte det
banco de DNA deb laboratorio Gendtica v Cineer™ del Instituto de Gendtica Humana ~Dr.

Larique Corona Rivera™ de la Universidad de Guadalajara

VL3. Criterios de seleccion del grupo de estudio.
Criterios de lnclusién
» Individuos originarios del estado de Jaliseo de cualquicr género v gue al menos dos

generaciones sean de Jalisco.

Criterios de exclusion
» Individuos que tucron recientemente translundidos

» Individuos que tueron diagnosiicados con VIH »/o hepatitis.



» Individuos con parientes de primer. segundo v tereer grado vainciuidos en ¢l estudio
> Individuos que no firmen una carta de consentimiento informado
Criterios de eliminacién

> Muestras de DNA degradadas o insuticientes para establecer el genotipo

V1.4. Estrategia metodologica

Extraccion de DNA

Para la extraceion de DNA de sangre periférica se utilizo ¢l método de Miller v cols. (1988}
combinado con un micrométode (Gustincich er . 1991). El procedimiento general fue el
siguiente: primero se destruveron las ¢élulas con butter de lisis para eritrocitos v leucocitos.
después se utilizé cloroformo para desnaturalizar las proteinas. EI DNA se precipité con la
sal CTAB v agua. una vez gue s¢ obtuvo ¢ DNA se lavo con clanel. Finalmente se disolvio

¢l DNA en butter TE.

Cuantificacion del DNA
L1 DNA se cuantificd por espectrolotometiia a 260 nm para determinar su cantidad. La
presencia de proteinas se evalud a 280 nm. csto permite determinar la pureva de la muesira.

Posteriormente s¢ hicieron alicuotas v se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Amplificacion génica
Una vez realizada la extraceion de DNA se amplificd por reaceion en cadena de la
polimerasa (PCRY ¢l fragmento de AZM seleccionado en el estudio. La secuencia de los

iniciadores asi como ¢l tamafie del producto amplificado se deseriben en ¢l cuadro 2.

Crerdre 2. Secuencia de los miciadores para A2M y tamadio de producto amplilicado { Zappia M. et wl 2004y

Gen Polimorfismo Iniciadores Producto
amplificado
AZM 15669 AG ¥ GGAGACATATTAGGCTUTGC -3 243ph

R 5= CTOGAAACCTACTGGUGAAATCC -

=




Digestién enzimatica

Para la identificacion del polimorfismo se realizo digestion enzimatica utilizando la técnica
de RFLP’s (Restriction Ffragment Lenght Polymorphisms) con la enzima de restriccion
Mbol. La digestion enzimatica se realizo a 37°C durante 16 h. El polimorfismo Val elimina
el sitio de restriccion de la enzima. El cuadro 3 muestra la enzima de restriccidon empleada y
los fragmentos esperados. La ubicacion de los iniciadores y el sitio de reconocimiento de la

enzima de restriccion Mbol en el exon 24 del gen A2M se muestra en la figura 5.

Cuadro 3. Productos esperados una vez realizada la digestion enzimdtica con la enzima de restriccion Mbol para el
polimorfismo rs669: A>G.

Gen  Polimorfismo Enzima de restriccion ~ Fragmentos esperados

A2M 13669 A>G Mbol Homocigoto mutado 245
Heterocigoto 245,143,102
Homocigoto silvestre 143,102

Secuencia de reconocimiento y corte de la enzima de restriccion Mbol

i
5. GATC 3
3. CTAG 5

T

CTAGGAGACATATTAGGCTICTGCCATGCAAAACACACAAAATCTICTCCAGATGC
CCTATGGCIGTGGAGAGCAGAATATGGICCTICTITGCTCCTAACATCTATGTACTG
GATTATCTAAATGAAACACAGCAGCTTACTCCAGAGAICAAGTCCAAGGCCATIG
GCTATCTCAACACTIGGTGAGTGATTACTTGAGTAAGGGAAAACTIGAATGTTATITC
AACTGGATITCCCAGTAGGITICAGTTA

Figura 5. Sccuencia parcial del gen A2\ donde se localizan los iniciadores empleados en la PCR (amarillo) y el sitio de

reconocimiento de la enzima Mbol (Verde). El sitio polimérfico se muestra en rojo.
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Electroforesis

Los fragmenios obtepidos se analizaron en geles de poliacrilamida al 6% con una

b=

propercion acrilamida-bisacrilamida 29:1. La tincion se realizo con nitrato de plata.

VLS. Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas v genotipicas s¢ estimaron por ¢l méiodo de contco v ¢l cquilibrio
de Hardy-Weinberg mediante la prueba de Chi-cuadrada (27} v en ¢l programa de Arlequin
v11.0. Los resultados se consideraren estadisticamente significativos cuando la p fue menor

a 0.03,

V1.6. Consideraciones éticas.

De acuerdo al titulo quinto articulo 100 de la Ley General de Salud en to que retiere a
“Investigacion para la salud™, todos los individuos {ucron informados sobre los objetivos
dei estudio asi come det riesgo minimo que implica la toma de sangre periférica. Una vez,
que aceptaron participar en ¢l estudio firmaron una carta de consentimiento informado
(Anexo ). In todo momento s¢ mantendra la confidencialidad de los datos personales asi

como de los resultados producta de cste provecto.



VII. RESULTADOS
Descripcion general
Se analizaron 112 individuos de poblacidn general de origen jalisciense, remitidos al Banco
de Sangre del Hospital Civil de Guadalajara “Juan I. Menchaca™ como donadores de
sangre, los cuales se encontraban con un rango de edad de 30 a 40 afios. La proporcion de
género fue 24% femenino v 76% masculino (Figura 6).

B Hembres

Mujares

Figura 6. Porcentaje de individuos de acuerdo al género

Los genotipos obtenidos del polimorfismo rs669: A>G fueron 46 individuos con genotipo
silvestre (A/A), 56 con genotipo heterocigoto (A/G) v 10 con genotipo polimérfico (G/G).
Las frecuencias genotipicas se describen en el cuadro 5. Algunos genotipos observados se
muestran cn el gel de la figura 7.

Las frecuencias alélicas fueron 0.66 para A y 0.34 para G (Cuadro 4). El analisis de las
frecuencias genotipicas del polimorfismo rs669: A>G estuvo en equilibrio de Hardy-
Weinberg con una p = 0.2936 (Cuadro 5) con una proporcioén de heterocigotos esperados de
0.45 versus 0.50 de heterocigotos observados.



300 pb

245pb

200 pb
143 pb
100 pb 102 pb

M AA AA NA NG ANA NG AA NG AMA ANA ANA AIG NA NG NG NG NG NG AG
1 2 3 4 5 6 T g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 7. Producto de la digestion con la enzima Mbol para el polimorfismo rs:669 A>G. Gel de acrilamida al 6%
(29:1) tefiido con nitrato de plata. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pb, carril 2-3,5.7.9-11.13 homocigoto
(AA). carriles 4,6.8.12,14-19 heterocigotos (AG)

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas obtenidas de 112 individuos para el polimorfismo rs669: A>G y resultado del
Equilibrio de Hardy-Weinberg,

Genotipos A/A 46 41 49 44
A/G 56 50 50 45
GIG 10 9 13 11
EHW * p=0.2936
*Chi-cuadrada
Cuadro 5. Fr ias géni btenidas de 112 individuos para el polimorfismo rs669: A>G

Alelos A 148 66
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El andlisis de los genotipos estratificados por género no mostro diferencias significativas p

<.05 (Cuadro 6)

Cuadro 6. Genotipos obtenidos de acuerdo al género para ¢l polimorfismo rs669: A>G

Hombres Mujeres P
Genotipos N % N %
AA 35 41 11 41
ASG 43 51 13 48 0.05
GIG 7 8 3 11

*Exacta de Fisher

Comparacién poblacional
Las frecuencias genotipicas encontradas en este estudio se compararon con las frecuencias

descritas en las poblaciones italiana, china, hingara v holandesa, se encontraron diferencias

significativas unicamente con la poblacion china con una p = 0.0000 (Cuadro 7).

Cuadro?7. Comparacion de la distribucion de genotipos de rs669: A>G en donadores del hospital civil “Juana L

Menchaca™ con otras poblaciones.

Frecuencias (%)

Referencia Poblacion

Zappia et al., 2004 Italiana 158 54 41 5 0.0940
Bian et al., 2005 China 200 85 14 1 0.0000
Janka et al., 2002 Hungara 51 49 45 6 0.6153
Koster et al., 2000 Holandesa 358 44 45 11 0.6175
Este estudio Jalisciense 112 41 50 § Faemn
*Chi-cuadrada o Exacta de Fisher
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VIH. DISCUSION.
Este estudio describe las frecuencias alélicas v genotipicas del polimorfismo rs669: A=G en
muestras sanguineas capladas en ¢l banco de sangre del Hospital Civil de Guadalajara ~Dr.

Juan 1. Menchaca™ Nuestros resultados muestran una tendencia del alelo A en poblacién

eeneral similar a lo reportado en las poblaciones ltaliana. holandesa. hiingara v china, Lste
resulitado es influido por un incremente en la frecuencia del genotipo heterocigolo A/G

50%). Sin embargo. en ia poblacion china ¢l incremento del alelo A estd determinado por

—

¢l genatipo homocigoto A/A (83%). El andlisis comparative de tas frecuencias genotipicas
entre las diferentes poblaciones mostrd diferencias significativas dnicamente con la
poblacion china. Estas diferencias pueden ser explicadas por el componente gendtico de fa
poblacién jalisciense. demostrado por estudios peblacionales realizades por Saluzar-Flores
et al.. 2009 v Rubi-Castellanos et at.. 2009, Ellos concluyen que la poblacion jalisciense v
cn general la poblacion mexicana estd conformada principalmente por origenes ancestraies

curopeos. amerindio ¥ en menor proporcion africano.

Este es el primer estudio en poblacion mexicana donde se describen las frecucncias alélicas
y genotipicas del polimortismo rs669; A>G. Ademis, se demostrd que dicho polimorfismo

estd en EHW, lo que permite que pueda ser utilizado para cstudios de asociacion.

Existen algunos estudios sobre la asociacion del polimoerfisme rs669: A>G con Alzheimer
cn peblacion china, italiana, holandesa v hingara (Bian et al. 2005: Zappia ¢t al.. 2004:
Koster et al.. 2000: Janka et al.. 2002). Esla asociacion se ha cncontrade significativa solo

en poblacidn china e italiana.



IX. PERSPECTIVAS
El presente trabajo forma parte de un estudio en ¢l cual se analiza ¢l polimorfismo rs669:
AZG del gen AZM en donadores det hospital civil “Jua 1. Menchaca™ Los resultados
obtenidos serdn utilizados como grupo de refereneia para determinar la asociacion entre la
presencia del polimorfismo en A2ZM v el desarrollo de metastasis en diversas neoplasias,
Al determinar que la poblacion en estudio se encuentra en equilibrie. nos pennitira
proseguir con ¢l andlisis del polimorfismo en la poblacion de pacientes con cancer

colorrectal.
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XL

ANEXOS

X1.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO POBLACION GENERAL
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO DE GENETICA TIUMANA DR, ENRIQUE CORONA RIVERA™
CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS DE LA SALUD
UNVERSIDAD DE GUADALAJARA

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Por medio de fa presente autorizo a la Dra. en €. Melva Gutiérrez Angulo. a la Biol, Miriam Partida

Pérez ¢ a la Dra,en €. Maria de Ta Lux Avala Madrigal a extraer 3 ml sangre periférica, La woma de mugstea
¢s pura fa realizacion del proyecto titulado:

“Frecuencia del polimorfismo C34357 del gen MDRT en poblacién del occidente de México™

1.

He sido informado (a) acerca del provecto cuvo Invesugodor responsable es la Do Melva Gutidrrer
Angulo v he sido invitado {n) a participar en el mismo. aportando informacidn v una muestra de sangre
de mi persona

2- Entiendo que ¢! procedimiento para Iz toma de muestra representa molestias v gue eNige un riesgo
mirimeo de dafio fisico para mi persona,

3= ACeplo que no recibirg compensacién alguna por lo cual hbere o los investigadores v a las instituciones
participantes de toda obligacion econdomica pura conmigo.

4. Autorivo o Tos investigadores mencionados a realizar los procedimicntos de taboratorio convenientes al
provecty, incluidos estudios de DNA asi como otros relacionados con el mismo v o facer ser uso de
las muestros ¥ b informacion con fines cientificos, docentes y estadisticos, siempre y cuando se haga
en el marco de la ética profesional y se guarde In confidencialidad de los mismos.

3. Mi participacion en este proyecto ¢s voluntaria ¥ puede terminar en e momento en que xo ast lo decida
v lo exprese a los mvestigadores Tesponsables.

6o Yo puedo localizarlos en 21 weldfono (01-33) 10583200, extension 3646,

Nombre v firma del paciente
Nombre del testigo Nombre del tesrigo
Fecha Fecha

NOTA: In fa presente tesis se utilizaron las muestras que se lomaron ¢n ¢l provecio “Frecuencia
del polimorfismo (34357 del gen MDPRT en poblacion det occidente de México™ va que con esie
proyecto se tormd el banco de DNA de poblacion gencral v de acuerdo al punto #4 se nos autoriza
para ulilizar las muestras con fines de investigacion. Por esta razén se muestra <l consentimiento
mformadoe que se uulizd para la captacion de dichas muestras. aunque el titulo no corresponda a

CSle proyveclo.
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XL1.2. TECNICAS DE LABORATORIO

Extraccidn de DNA

Fundamento: Existen difcrentes protocolos para ta extraceion de deidos nucleicos, Lo mayeria se
caracterizan por ¢l empleo de detergenies v solventes orgdnicos  que lisan los nicleos de tas celulas v
remueven las proteinas adheridas al DNA. seguidos por la precipitacion de osie con etanol. En el presente
cstudio se unlizo el metodo de Milter v cols, {1988) combinade con un micramétode. {Gustinaich et o/, 1991:

Miller ef af. 1908).

EQUIPQ:
'  Refrigerador
»  Coentrituga
= Termoblock

»  Microcentriluga

MATERIAL:
»  Guanies desechables
»  Cubrebocas
> Gasas
> Tubosde 13ml
» Tubos Eppendorf de 203 1.5 ml
»  Pipeta graduable de 100 v 1000 pl
> Puntitias de 100 v 1000 ul

REACTIVOS:
r o Solucién de lisis de eritrocites
F Solucion DTAB 3%
» o Solucion CTAB 3%
> Cloretormo 100%
r NaClt2M™
F Thanol 100%,
~  Eianol 70%

o Agudanvectable

I~
LA



PROCEDIMIENTO:

T Tomar 5-10 ml de sangre peritérica por puncidn venosa en un wbo con LDTA.

2. Vacor la sangre otal 2 un tebe de 13 mL. agregar 10 ml de Solucion de Lisis de Eritrocitos v se
leva a refrigeracion durante 20 min: se centrifuga a 4000 rpm durante 25 min.
3. Sedescorta el sobrenadanwe v se obtiene el boton celulur.

4. El boton celular se transtiere a un tubo Eppendort de 2 mi

Al tubo con el boton celular se 1e agregan 600 ul de Solucion DTAR v se lleva a 65-68 °C durante 3

0

min.

6. Alwbo se le adiciona 900n! de clorotorme al 100%, se agita vigoresamente. Se centrifuga a 12 (00
rpm durante 7 nan.

7. Scobticne el sobrenadante v se transiiere a otro wbo. {(Se desecha ol boton celular v el clorotormo
precipitados)

8. Al sebrenadanie se fe agrega 100 pl de CTAB al 3% v se agitan suavemente { 8- 10 veees).
posteriormente se agrega 900p! de agua de solucion invectable v se agita suavemente. (S¢ precipita
el DNA).

9 Secentrifuga a 10 000 rpm durante 3 min.

10 Se descarta ol sobrenadante v se agrega 150 p! de NaCl 1.2 My 750 ul de ctanel 100% [vio v se
mevela suavenmente,

Se centrifuga a 10 000rpm durante 5 min,

1. Sec descarta ¢ sobrenadante y se agrega tml de ctamol al 70% v se centrifuga a 10 000 rpm durante S

min (oste pase se realiza dos veces)

. S¢ descarta el sobrenadante v se deja evaporar ¢l excese de etanel a temperatura ambicnie hasta que

¢l boton de DNA gquede completamente seco.

13, Seresuspende ¢l DNA en 1001 de TE s incuba @ 63°C durante Y hr,

1. Se determina la concentracion v la cahidad del IDINA por especto fotometria v clectroforesis en pel de
agarosa 1%

15 5¢ almacena el DNA 0 -20°C

PREPARACION DE REACTIVOS:

Solucion para la obtencitn de leucocitos (lisis de eritrocitos):

NHHCO: PM 79.00 ¢ 001 M 07906 /11,
NH.CY PM 334G ¢ 0144 M 770236 9/1L

Disoiver en agua desmineralizada esteéni! v aforar a | 000 ml
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Buffer de lisis DTAB

DTAB 8% €2/0 1L
Tris PM L1 e 0.1M, pli 8.6 1.21 gO.1L
NaCl PM 5844 ¢ 12 M 7 8/0.1L
EDTA PM 3722 0 0.5M 1.86/0.1L

Disolver el tris v ajustar ol ptl de 8.6 con HIC en % del volumen final. adicionar ¢l DTAB. el NaCl el EDTA

valorara g 1 000 ml

Buffer (' TAB

CTAB 5% 5 /000

NaCl Al 38,44 04 M 2.34 /011,
Drisolver wmbas sales on agua desimineralizada esiéntl v aforar a 1 000 ml.

Solucion NaCl 1.2 M

NaCl PM 3844 g 1.2 M 72/01L
Disohver 1o sal om agua desminerahizada esieril v aforar a 100 mi,

Buffer TE

Tris PM 1200 g 0.0t M. pH 8 0121 g0 1L
EIYTA PM3722¢ 0.001 ™M 001286 p/0.1L

Disolver of Tris v ajustar a pH 8 con FICT en ¥4 del volumen final, adicionar € EEYTA, alorara 1 000 ml

Cuantificacién de DNA genémico

Fundamento: Para cuantiticar la cantidad de DNA gendmico v verificar su pureza se determina la densidad
optica (107 0 260 mm v 280 nm. 51 a relacion de DO 2600280 nm s mavor de 2.0 ¢l DNA tiene una pureza
adecuada. micntras que 51 esta relacion es menor de 2.0 se debe considerar  contaminacion de la muestra.

principalmente por proteinas {Sambrook v Russetl 2001}

En la determinacion de la coneentracion de DNA se debe considerar la siguiente formuia:
DNA ng/ml =D 260 nm x diluctdn (1M5/5n1.) x 30 {Tacter constante)

Nots

e S0es el valor del coctictente de extineén molar de 50 ng/ml que tione la maxima absorbancia de 1.0

unidad de 1O a 260 mn,



o El factor de dilugion se retiere at volumen total de la eeldilla entre ¢l volumen de mucsira.

EQUIPO

Lspectrototometro,

MATERIAL

» Celdilla de cuarzo de Iml

»  Pipata graduable (Zul v 1000uh

F o Puntas desechables (10wl v 100001}
» Gasas
»  Parafilm

REACTIVOS

»  Agua invectable

~  DNA

PROCEDIMIENTO

1. Eneender ¢t espectrofotometro con 20 minutos de anticipacion por tener unz lunpara de UV, wilizar
programa para acidos nucleicos de doble cadena.

2. Apostar a cera el espectro con ¢l blanco de reaccton. midiendo 1000 pl de agua imvectable en la ecldilla de
cuarzo,

3. Coelocar 5 gl de ta muestra de DNA en Ta celdiila donde es feido e blanco de agua. tapar la celdilla con
parafilm ¢ mvertic la solucion alrededor de 30 veces procurando que se homogénise la seluciin, Leer la
mucstra a 260 nm v 280 nm.

4 Si hay mas de | muestra se repiten los pasos 2 v 3 para leer cada muestra. cutdando de enjuagar v secar
perlectamente bren Ta celdilia de cuarze despuds de Teer cada muestra,

30 Se utihzan las Jecturas de densidad dptica i 260 nm para caleulor la cantidad de DNA - v a 280 nm para

determinar su pureza

Amplificacion por PCR

Fundamento: La téenica utilizada para la simtesis in vitre de deidos nucleicos conocida como PCR (por sus

siglas en inglés Polvimerase Chain Reactions) ¢s un Proceso werativo gque consiste on tres clementos:

% Desnaturabizacion de la cadena motde por calor

< Hibridacion de los cebadores oligonucleondicos a una secuencia dianga de cadena sencilla.

!

+»  Extension del alincamiento de tos cebadores por una DNA pelimerasa termoestable. (Sambrook v

03

Russell 20013,



Las condwiones para la reaccion del polimorfismo 18669 A>G se desertben en el siguiente cuadro. Ll

volumen final de la reaccion es 235pl por mucstra,

Reactivos Concentracion Concentracion final ul por reaccidn
inicial

Lufluy HoX S 25

ANV 2039 uM 10 phd !

AN R 2229 10 pAl 1

Cockiel dNTPs 00 m™M cfo 204 A 03

(AT TTR. GIP. TPy

Cloruro de magnesio S0 mM L3 75

Taq polimerasa ERUETY 2t 0.4

IDNAp 300 npipl 1040 ngnd 03
18.33

Condictones de Ta reaccion para fa PCR B volumen Tinal de la reaccion os 23ul por muesira
& }

CONDICIONES DE LA REACCION

Precalentamiento

Tiempo Temperatura
Dyesnaturalizaciin 3 min 94 C
Crelos 30
Dresnaturalizacion 20 sep 94-C
Alncacién 15 sep 62
Extension 20 sep 7
Cxtension final 3 min L

Digestién con enzimas de restriccion

Fundamento' . detcecion del polimorlismoe do la ongid de los fragmentos de restriccion o RELE (restrrerion
Sfragment fenght pofomerphism) os ¢l método mas cominmente ublizado para analizar a presencia de vanantes
con seeueneias conocidas. Un scpmente de DINA oo el cual s¢ buses una mutacién es amphiicado medianie PCR
v posteriormente es digeride con enzimas de restriecion. 1as enzimas de mestriccion reconocen una secuencia
especitica. al unirse cortan la secuencia de DNA cambiando el patrén (peso molecular) de los trugmentos de

DNA que posteriommente se observan con clectroforesis en un gel de polinenlamida (Nakashima ef af. 2003}



Las condiciones de reaceion para <1 polimorfismo se deseriben o continuacion. La enzima trabaja con una

temperatura de 37durante 16h para su incubacion,

Reactivos Concentracion imciul Coneentracion final pl por reaccion
Butfer NEBufier 3 10X X i !
hbol 10 Ul 1 it 1
Agug Kt

Producto amplificado

Electroforesis ¢n geles de poliacrilamida

Fundamente: La pehacnlanida os un soporte empleado frecuentemente en la electroforesis en gel. e
quimicamente incrte. de propiedades uniformes. copar de ser preparade de Torma rapida v reproducible. Forma,
ademas. geles transparentes con estabilidad mecinica. insolubles en agua, relativaments no 10nices v permite
buena visualizacion de las bandas durane tiempo prolengado. Vatiande Ta conceniracion de polimeros, s¢ pucds
moditicar de manera controlada ¢ wmano del poro que se utilizara en la preparacion del gel. Ta cual ex

detenminada por ¢l tamafio de los ragmentos esperados (Gareia Pérez, 2000),

Los geles de poliacrdamida pescen 1as siguientes ventajas impertantes sobre Tos geles de agarosa {Sambrook v

Russell 2001):

Su pader de resotucion os tan grande gue puede separa moléculas de de DNAL cuva fongitud se

'Y
i

diferencia por lo menos en 0. 1% (es decir 1pb en 1000ph)

«»  Pueden albergar cantidades muche mavores de DNA que los geles de agarosu. Hasta 10pg de DNA
se puede aplicar €1 uma soTa tanura {lem < Immy de un gel tipico de pohaeniamida sin una pérdida
significativa de resolucion

< EFDNA recuperado de los geles de de pohaerilamida s extremadamente pure v puede ser usado en

la mayvoria de los propositos exigentes

EQUIPO

»  Camara de electroloresis vertical

»  Fuente de poder



MATERIAL

-

Para el molde det gel se necesit 2 placas de enistal, 1liga, 2 separadores de plastico de 6mm v
pinzas

1puine de plastice de 6 mm. para hacer los pozos del gel

Guantes desechables

Gasas

Pipetas de volumen variable 100 v 1060u!

REACTIVOS

» TBEIX

» TBE 10X

»  Acrilamida 291

»  Persuifate de amonio

» TEMED

= Amoertguader de carga

PROCEDIMIENTO

1. Montar pei

~  Limpiar las placas de cristal con etanol v una gasa.

» Tnlaplaca de cristal con las esquinas redondas se coloca la liga con la parte abultada hacia armiba del
cristal. dejando descubierias lag esquinas

¥ Seceoloca encima el eristal Gue contiene el corte donde embona ! peine

» Secolocan los separadores a Tos lados entre Tos cristales tratando de no dejar espacio entre los
separadores v la liga

»  Secolocan pinzas en los extremos de Tos cristales excepto donde estd ¢l corte para que cmbone ¢l
peine, esto para sujetar el molde.

2. Preparar una solucion de piliacrilamida 29:1 a1 6 % para 30 mi Enoun tbo de 30 mi colocar;

o Agud 225ml

= Actilamida 4.35ml

» TBEI10X 3mi

~  Persulfato de amonia 375 ul

> TEMEDL 375l



3. Mozela bien la preparacion anterior. vaciar de forma rapida al molde teniendo cuidado de no formar
burbujas. colecar ¢l peine tentendo de igual manera, la precaucion de no tormar burbujas. esperar a
que polimerice

4. Una vezgue ¢l gel ha pelimerizado. se retiran las pinzas. la liga v el peine, teniendo cuidade de
romper tos poxos. con la avuda de una jeringa v buffer 1X se retira el exceso de poliacrilamida,

Adadir solueién de bufter TBE 1X en la pante de baja de fa cimara de clectroloresis. colocar ¢l gel en

i

forma vertical teniendo cuidado de que no se formen burbujas entre ¢l gel v et buftfer. ¢f gel se
sesticne a la parte superior de la camara con un par de pinzas

6. Seagrega buffer TBE 1X en la parte superior de la camara de manera que los pozos que se [ormaron
con ol prinen queden complelaments cubierios con este,

7. Enpapel parahihm se colocan gotitas de batter cargador de 1ol aprovimadamonte s¢ que mazclan
con 10 microlitros de b muestra de DNAL v Ta mezela se celoca en un pove.

& Colecas Tas wpas v Tos cables de corriente los conectas a ta tuente de poder, el corrimiento se realiza

a 200 volts | hr

PREPARACION DE REACTIVOS:

Acrilamida 29:1

Acrilamida 387¢

Bisucrilamida 13

En vaso de precipitado coloear aproximadamente 30 mt de agua desmineralizada v este colocarle en la
plancha, se prende Ta plancha v se Te agrega una mosca al vaso, se agrega poce a poce la acnlamida,

posteriormente se le agrega la bisacrilameda v finalmente se afora 100 ml

Persulfato de amonio

Persultato de amonie 10% 10 2/0.1L

Disolver la sal en agua desmineralizada v aferar a 10 mi

Buffer TBE FOX:

FDTA PM 3722 gr 002 M 20 mi de sol 5 M/EL
Tris PM 1211 g 089 M 108.8 /1L
Acide Borico PM 61844 g .89 M 55.04 g/1L

s on agua desnuineralizada v aforara 11,

Disolver Tas sale

(7]
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Buffer cargador

Azul de bromofenol 025% 25 mg/10ml
Xilencianol 023 % 25 mg/t0ml
Glicerol 30 % 3l 10ml

Muzelar ambos colorantes con el glicerol v atorar a 10 m) con agua desionizada

Tincidn de geles de poliacrilamida con nitrate de plata

Fundamento: Existen dilerentes tipos de tinciom. entre cllos Lo de plata la cual es una tdenica muy sensible. que
detecta desde 15pg por banda Bl gel o tratade con sales de plata que por su carga positiva son atraidas por la
carga negativa de Tos fragmentos de DNA v posee la caraeteristica de producir colaracion negra o carmehita. esto

debido a lz reduccién de los iones de plata (Sambrook v Russell 2001}

MATERIAL
»  Charola de plastice

~ Bolsa de plastico

REACTIVOS
= Solucion fadora
»  Solucion de tincion

»  Solucion reveladora

PROCEDIMIENTO

1. Retirar ¢l gel de fa cimara de electroforests

e

2. Colocar ¢l gel en la charola de plistice. agregar solucion fijagdora suficiente para cubrir ¢l gel.
agitar por 10 min (pasado <l tiempo decantar)

Adicionar 1a solucion de uncion, agitar 3 min (decantar)

i

4. Reahizar 1 lavade con agua bidesubada v decantar

Agregar un poco de solucion reveladora para climinar of excese de selucion de timeon v decantar

=]

6. Agregar solucion reveladora v agitar hasta que lag bandas sean visibles, decantar la selucion v
realizar un favade con agua bidestiTada

7. Guardar el gel en una bolsa de plistico

td
L]



PREPARACIIN DE REACTIVOS

Sofucion Fijudora

lanol 10 % 100 mi/1L

Acide Acdtico 0.5 % Sml/lL

En un matraz colocar agua desmineralizada. agregar f etano! v el acide acético. aforar a 1L,

Solucion de tincién

Nitrato de plina 02% 2g/lIL

Preparar 11 de sotucion thadora, agregar el nitrano de plata. mesclar bien v colocar en un frasco obscuro.

Sohucion reveladora

Na(¥ 3% 30 /11,

Farmaldehido 05% Smi1l

Colocar agua desmineralizada enun matraz de 1L agregar Tas lentejas, agitar hasta que se dsuivon,

posteriormente agregar ¢f formaldehido 1 finalmente atorar a 11

1



